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摘要 :【 目的] 了 解 扬 眉 线 峡 蝶 Limenitis helmanni 线粒体 基因 组 结构 及 其 分 子 系统 发 育 。【 方 法 】 采 
用 PCR 步 移 法 对 扬 眉 线 峡 蝶 线粒体 基因 组 全 序列 进行 测定 和 分 析 。 基 于 线粒体 基因 组 13 个 蛋白 
质 编码 基因 和 2 个 TRNA 基因 的 核 普 酸 序列 构建 了 66 种 甸 翅 目 昆虫 的 系统 发 育 树 。 【结果 ]】 扬 届 
线 峡 蝶 线 粒 体 基因 组 全 长 15 178 bp(GenBank 登录 号 : KY290566) ,包括 13 个 蛋白 质 编码 基因 、22 
个 tRNA 基因 、2 个 rRNA 基因 和 一 段 长 度 为 346 bp 的 A+T 富 含 区 ,基因 排列 顺序 与 其 他 已 知 近 缘 
种 昆 下 相同 。 扬 眉 线 时 蝶 线 粒 体 基因 组 中 存在 很 高 的 A+T 含 量 (81. 1%). 13 个 蛋白 质 编码 基因 
中 ,COI 以 ССА 作为 起 始 密码 子 ,ND5 以 СТТ 作为 起 始 密码 子 ,其 余 均 以 昆虫 典型 的 АТМ 为 起 始 密 
码 子 。CO1 和 МА 基因 使 用 了 不 完全 终止 密码 子 了 ,其 余 基因 均 以 典型 的 TAA 为 终止 密码 子 。 在 所 
测 得 的 22 个 tRNA 基因 中 , 除 tRNA 缺少 DHU AIh, AA RNA 均 能 形成 典型 的 三 叶 草 如 ios 
5 4t, ЖОН А FUR В, A RRR А +T SR р р АТАСА 引导 的 保守 的 多 聚 T 2 
№, KJ 7$ 20 bp ,并 散布 着 一 些 长 短 不 一 的 串联 重复 单元 。 系 统 发 育 树 结果 显示 ， ornnes 
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Abstract: [ Aim] To explore the complete mitochondrial genome structure and molecular phylogenetics of 
Limenitis helmanni. [Methods] The complete mitochondrial genome of L. helmanni was sequenced and 
analyzed by using PCR and primer walking. Based on the sequences of 13 protein-coding genes and two 
rRNA genes of the mitochondrial genome, the phylogenetic tree of 66 lepidopteran species were 
constructed with Bayesian inference method. [ Results] The complete mitochondrial genome of L. 
helmanni is а circular molecule of 15 178 bp ( GenBank accession no.: KY290566) , including 13 
protein-coding genes, 22 tRNA genes, 2 rRNA genes and a 346 bp А + T-rich region. The mitogenomic 


gene arrangement is consistent with those of other closely related species. The mitochondrial genome of L. 
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helmanni is biased toward a high A +T content (81. 196 ). АП protein-coding genes start with a typical 
ATN initiation codon, except that COI starts with the ССА codon and ND5 with the СТТ codon. Most of 
the 13 PCGs have a complete termination codon ( TAA) , except СОП and ND4 genes which have 
incomplete stop codons ( T). All tRNA genes show the classic clover-leaf structure, except that the 
dihydrouridine (ОНО) arm of tRNA forms a simple loop. The A + T-rich region of L. helmanni 
contains some conserved structures such as the motif АТАСА, 20 bp poly (T) stretch and some tandem 
repeat units, which is similar to those of other related lepidopteran species. Bayesian phylogenetic 
analyses supported that the relationship of Nymphalidae subfamilies is ( Calinaginae + Satyrinae ) + 
( (Nymphalinae + Apaturinae) + ( Heliconiinae + Limenitidinae) ). [ Conclusion] Limenitini is closely 
related with the Euthaliini, and Parthenini may be the earliest diverged lineage in Limenitidinae. The 


phylogenetic relationship of Limenitidinae species based on the mitochondrial genome is not consistent 


with the results of the traditional morphology-based taxonomy. 
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线粒体 (mitochondrion ) 是 广泛 存在 于 各 类 真 核 
生物 细胞 内 的 一 种 重要 和 独特 的 细胞 器 ,是 细胞 进 
行 氧 化 磷酸 化 的 场所 ,并 拥有 独立 的 遗传 物质 一 一 
线粒体 基因 组 (mitogenome) 。 线 粒 体 基 因 组 是 核 基 
因 之 外 的 遗传 信息 ,能 编码 自身 所 需 的 和 蛋白质、 
tRNA 及 rRNA。 动 物 线粒体 基因 组 大 多 是 一 个 共 价 
闭合 的 环 状 双 螺 旋 , 在 极 个 别 生 物 中 也 发 现 有 线 状 
线粒体 基因 组 的 存在 ( Bridge et al., 1992) 。 线 粒 体 
基因 组 大 小 为 约 14 ~ 20 kb, 因 其 结构 简单 .母系 遗 
传 、. 相 对 较 快 的 进化 速率 等 特点 ,近年 来 被 广泛 用 于 
系统 发 育 人 研究 中 (Ballard, 2000; Cameron et al., 
2007; 毛 增 辉 等 , 2010), 

随 着 DNA 测序 技术 的 成 熟 以 及 全 线粒体 基因 


























( Lepidoptera ) , WE HR Æ} ( Nymphalidae ) , 2 liz Bie Vy Ж 
( Limenitidinae ) , ЖЕШЕТ ( Limenitini) ,在 我 国 分 布 
于 黑龙 江 AL V .河南 .陕西 .甘肃 .青海 .新疆 湖北、 
江西 浙江 、 福 建 .四 川 等 地 。 目 前 国内 对 扬 眉 线 凿 
蝶 的 研究 仅 有 成 虫 形态 及 生境 等 方面 的 报道 ( 周 尧 
等 , 1994, 1998) ,尚未 见 到 有 关 其 线粒体 基因 组 全 
序列 的 研究 报道 。 

ABEL ЭЧ AEE , UE Y ЈА EX CER RS 
线粒体 基因 组 序列 ,对 其 结构 组 成 进行 了 初步 分 析 ， 
并 与 已 报道 的 20 种 线 峡 蝶 亚 科 物种 的 线粒体 基因 
组 进行 了 比较 分 析 , 为 河清 线 峡 蝶 亚 科 分 类 中 存在 
的 一 些 问题 提供 系统 发 育 方 面 的 依据 ,同时 也 为 线 
粒 体 基因 组 序列 在 进化 和 系统 发 育 分 析 中 的 应 用 提 


















































组 测序 策略 的 不 断 发 展 ,使 得 一 些 大 标本 分 类 单元 
的 长 DNA 序列 的 测序 成 为 可 能 。 近 年 来 , 越 来 越 多 
的 鳞 翅 目 昆虫 线粒体 全 基因 组 被 测序 ,采用 线粒体 
全 基因 组 数据 进行 系统 发 育 研 究 已 成 为 发 展 方向 之 
一 。 根 据 NCBI 基因 组 数据 库 , 截 至 目前 为 止 已 提 
交 的 鳞 翅 目 峡 蝶 科 线 粒 全 基因 组 序列 有 106 种 ,其 
中 线 峡 蝶 亚 科 有 20 种 。 

线 峡 蝶 亚 科 是 峡 蝶 科 中 较 大 的 亚 科 之 一 ,包括 
许多 农林 业 重 要 害虫 。 按 最 新 的 分 类 研究 结果 ,全 
世界 共有 46 属 800 余 种 ,中 国有 其 中 的 22 属 共 118 
种 , 约 占 世 界 总 数 的 1/8。 该 亚 科 在 分 类 问题 上 一 
直 存 在 着 争议 ,不 同学 者 对 这 一 类 群 的 分 类 归属 意 
见 不 尽 相同 。 在 形态 分 类 方面 ,不 同 的 研究 者 认为 
该 亚 科 可 能 是 一 个 多 系 群 或 并 系 群 ;在 系统 学 研究 
方面 ,该 亚 科 内 的 族 及 一 些 属 、 种 的 归属 也 存在 着 争 
议 ,因此 ,获得 更 多 线 峡 蝶 亚 科 物 种 的 线粒体 基因 组 
序列 显得 颇 为 迫切 。 

TE 2 E Limenitis helmanni 53K f Й H 







































































供 基础 数据 。 
1 材料 与 方法 


1.1 标本 的 采集 和 保存 

HERIK 2016 年 7 月 6 日 采 自 山西 省 榆 次 
市 庆 城 林场 (37. 59°N, 112. 97°Е, 8 1 028 m) , 采 
集 到 的 昆虫 活体 放 入 95% 的 酒精 中 国定 ,同时 回 到 
实验 室 后 更 换 一 次 酒精 ,最 后 置 于 — 20°С 冰箱 保存 
备用 (样品 号 : ҮМ20160706). 
1.2 基因 组 DNA 提取 

挑选 备用 的 蝴蝶 标本 , 取 其 胸部 肌肉 ,采用 
OMEGA Insect DNA Kit 试剂 盒 结 合 酚 毛 仿 法 提取 样 
品 总 DNA , 抽 提 完毕 后 ,用 1. 096 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 
测 其 纯度 及 浓度 ,并 于 -20% 保存 备用 。 
1.3 引物 设计 及 PCR 扩 增 

参考 Simon 等 (2006 ) 的 线粒体 通用 引物 序列 
和 目前 已 发 表 的 鳞 翅 目 峡 蝶 科 的 猫 峡 嵌 Timelaea 
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maculata 112 2 BE WE Sasakia funebris 的 引物 ( 曹 天 
XÆ, 2013; Wang et al., 2013) 进行 首 轮 扩 增 。 其 
他 未 能 得 到 的 序列 通过 在 GenBenk H F #018 17 
WEE Athyma opalina ЖД у БЕШ Athyma asura #1 ү 
ЙЕ ШЕ Parasarpa. dudu 线粒体 基因 组 序列 进行 
ClustalX ( Thompson et al., 1997) 对 比 寻 找 相 关 保 守 
区 ,根据 引物 设计 的 基本 原则 ( 张 新 宇 和 高 燕 宁 ， 
2004) ,利用 引物 设计 软件 Primer Primier ( Ver. 5. 0) 
(Singh et al., 1998) 设计 相关 引物 。 本 实验 共用 引 
物 23 对 ,覆盖 了 扬 眉 线 峡 蝶 线 粒 体 基因 组 所 有 序列 
( 表 1)。 

按照 引物 序列 ,采用 TaKaRa La Тад 聚合 酶 扩 
增 各 个 片段 。PCR 反应 体系 为 25 pL : 10 x LA 
PCR Buffer 2. 5 uL, dNTPs (2. 5 mmol/L) 4 uL, 上 
下 游 引 物 (10 pmol /L) #1 pL, 模 板 DNA 1 pL, 
TaKaRa LA Тад 酶 (5 U/uL) 0.25 kkL, 灭 菌 水 补足 
至 25 kL。 人 少数 引物 在 进行 PCR 扩 增 反应 时 对 模板 
DNA 和 引物 的 量 作 适 当 调整 。PCR 扩 增 条 件 :95C 
预 变性 5 min; 95% 变性 50 s, 48°С 复 性 50 s, 68°С 
延伸 2 min, 30 个 循环 ; 68°С 延伸 10 min。 采 用 1% 
的 若 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 PCR 产物 。 
1.4 序列 测定 

目的 PCR 扩 增 产物 通过 直接 测序 法 获得 目的 
片段 信息 。 所 有 片段 均 为 双向 测 通 ,其 中 第 14 和 
16 对 引物 为 本 研究 根据 已 经 测 得 的 序列 片段 设计 
的 引物 。 
1.5 序列 的 拼接 与 注释 

得 到 所 有 序列 片段 测序 结果 后 , 利用 
Sequencher 5. 4. 1 ( Gene Codes Corporation, 2015) 软 
件 对 所 有 序列 进行 拼接 。 线 粒 体 全 基因 组 各 基因 的 
定位 及 注释 参考 已 测 得 的 鳞 翅 目 昆 虫 全 线粒体 基因 












































基因 组 中 的 13 个 蛋白质 编码 基因 和 2 个 rRNA Ж 
因 序 列 通过 MEGA 5. 0(Tamura et al., 2011) 软件 进 
行 序 列 比 对 后 串联 在 一 起 ,之 后 采用 贝 叶 斯 法 
( Bayesian inference method, BI) 构建 系统 发 育 树 并 
进行 分 析 。 所 用 软件 为 MrBayes ( Ronquist and 
Huelsenbeck, 2003) ,模型 为 СТВ +I 4 G, 数 据 集 由 
基因 分 区 ,节点 值 表 示 贝 叶 斯 后 验 概率 ( Bayesian 
posterior probabilities, PP) ,用 2 000 000 代 来 估算 各 
节点 的 值 ,其 参数 如 下 : nruns = 2, nchains = 4, 
samplefreq = 1 000 ,其 中 抽样 的 2596 划 为 老化 样本 ， 


f. 
































2 结果 


2.1 АЗА TRU B AS 3] 

扬 眉 线 峡 蝶 的 线粒体 基因 组 全 长 为 15 178 bp 
(GenBank 登录 号 : KY290566) ,由 22 个 tRNA Ж 
‚13 个 蛋白 质 编码 基因 、2 个 rRNA 基因 (16S rrnL 
和 12S rrnS) 和 1 个 非 编 码 的 控制 区 (control region ) 
组 成 。 在 线粒体 基因 组 编码 的 37 个 基因 中 ,N 链 
( minor coding strand) 编码 了 14 个 基因 ,包括 4 个 蛋 
白质 编码 基因 ,8 个 tRNA 基因 及 2 个 rRNA 基因 ; 
其 余 23 MIEN H J E (major coding strand ) 编码 。 
тт 基因 和 tRNA 基因 之 间 346 bp 确定 为 控制 
区 。 

在 扬 眉 线 峡 蝶 线 粒 体 基因 组 整个 编码 区 的 37 
个 基因 中 (控制 区 除外 ) , 相 邻 基因 之 间 存 在 基因 间 
隔 或 基因 重合 现象 。 基 因 间 隔 区 有 13 Ab, 共 122 
bp,tRNA^" FI ND2 之 间 间 隔 最 长 为 52 bp, 其 次 是 
tRNA 和 tRNA™ 之 间 , 间 隔 30 bp; 有 15 处 基 
E38 8,3662 bp, 最 长 一 处 位 于 RNA 和 ND5 之 



































组 注释 结果 (Zhang et al., 2012; 王 菊 平等 , 2012; 
Cao et al., 2016) 进行 ,通过 MEGA 5.0 (Tamura et 
al., 2011) 比 对 以 及 Blast 在 线 搜索 分 析 相 结合 来 依 
次 注释 和 蛋白质 编 码 基 因 (protein-coding genes, 
PCGs) tRNA 基因 、rRNA 基因 和 控制 区 的 位 置 。 
tRNA 基因 二 级 结构 的 预测 主要 是 通过 tRNAscan- 
SE 1. 21 在 线 预 测 并 进行 人 工 校 正 。 
1.6 系统 发 育 分 析 

基于 66 种 鳞 翅 目 昆 虫 全 线粒体 基因 组 的 13 个 
和 蛋白质 编码 基因 和 2 个 rRNA 基因 的 核 苷 酸 序列 建 
立 贝 叶 斯 树 , 并 选择 了 与 鳞 翅 目 关系 较 近 的 果 蝇 
Drosophila yakuba 和 办 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae 
作为 外 群 。 将 66 种 鳞 翅 目 昆 虫 和 2 个 外 群 线粒体 















































间 , E E FP P] 26 bp; 既 无 间隔 又 无 重 麦 的 区 域 共 
有 9 处 ( 表 2)。 扬 冉 线 峡 蝶 的 基因 结构 及 基因 顺序 
见 图 1 及 表 2。 
2.2 lg ECL {Ж S ESL BLEU RR А 

扬 眉 线 峡 蝶 线 粒 体 基因 组 中 A,T,C 和 G 碱 基 
含量 分 别 为 38. 896 , 42.396 , 11. 396 417. 696 , T x 
量 最 高 而 G 含量 最 低 。A +T 含 量 为 81.1% ，G+C 
含量 为 18. 9%( 表 3) 。 

蛋白 质 编 码 基因 总 共 含 3 735 个 密码 子 ,不 包 
含 终止 密码 子 ,A +T 含 量 为 79.9% , 比 全 序列 的 A 
+ 了 含量 稍 低 。 和 蛋白 质 编码 基因 密码 子 第 1 位 点 的 
A+T 含 量 (82. 1% ) 高 于 第 2 位 点 (78.9% ) 和 第 3 
位 点 (78.6% ) .22 个 tRNA 基因 A +T 含 量 为 
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R1 本 研究 使 用 的 引物 序列 
Table 1 PCR primers used in this study 














序号 引物 引物 序列 (5 -3') 引物 来 源 
No. Primers Primer sequences Source of primers 
TMJ210 ATAAAAGCTTTTGGGCTCATACCT Simon et al., 2006 
TY-N1433 GGCTGAATAATAAGCGATAAATTGTAAA Simon et al., 2006 
TW-J1301 GTTAAAWTAAACTAATARTCTTCAAA Simon et al., 2006 
г C1-N2353 GCTCGTGTATCAATATCTATWCC Simon et al., 2006 
C1-2195 TGATTTTTTGGWCATCCWGAAGT Simon et al., 2006 
à CI-N2776 GATAATCTGAATATCGWCGNGG Simon et al., 2006 
C1-J2756 ACATTTTTTCCACARCAYTT Simon et al., 2006 
4 C2-N3389 TATTCATARCTTCARTATCATTG Simon et al., 2006 
TL2-J3043 GGCAGACTATATGYAATGRATTTAA Simon et al., 2006 
: TK-N3796 ACTATAAAATGGTTTAAGAG Simon et al., 2006 
С2-]3624 ААТССАССТССАТТАААҮСА Simon et al., 2006 
2 A6-N4552 ATGTCCWGCAATTATGTTWGC Simon et al., 2006 
A6-]4463 TTTATTCATATWATWCCNCAAGG Simon et al., 2006 
i C3-N4908 CGTGAAAYATCTCGTCATCATTG Simon et al., 2006 
C3-4792 GTAGATTATAGACCWTGRCC Wang et al., 2013 
; N3-N5731 TTTGGATCAAACCCRCAYTC Wang et al., 2013 
N3-]5747 CCATTTGAATGTGGRTTTGAYCC 曹 天 文 等 , 2013 
i TF-N6384 ATATTATAGAGYTTRAYAYTGAAG 曹 天 文 等 , 2013 
TN-J6172 AGAGGTATATCACTGTTAATGA 曹 天 文 等 , 2013 
р N5-N7211 TTAAAGCTTTAYTATTTATRTGYGC 曹 天 文 等 , 2013 
N5-]7077 TTAAATCTTTWGARTA AAAYCC 曹 天 文 等 , 2013 
N5-N7793 TTGGGTTGRGATGGNYTAGG 曹 天 文 等 , 2013 
N5-J7572 AAAAGGAATTTGAGCACTTTTWGT Wang et al., 2013 
A N4-N8727 AAATCTTTRATTGCTTATTCWTC Wang el al., 2013 
N4-J8641 CCAGAAGAACATAANCCRTG Wang et al., 2013 
н NAL-N9629 GTTTGTGAAGGWTYTTTRGG Wang et al., 2013 
N4-]9611 ATCATTCCCATGAGTTCG 本 研究 This study 
à CB-N100049 CTATTGCAAGAGGATGATTA 本 研究 This study 
i NAL-J9648 ACCTAAAGAACCTTCACAWAC Simon et al., 2006 
CB-NI1010 TATCTACAGCRAATCCYCCYCA Simon et al., 2006 
- СВ-Ј10712 ТАТТТАСАТАТТССАССАСС 本 研究 This study 
CB-N11861 TGGATTTAATGTTGAATATGGAG 本 研究 This study 
" CB-J11335 CATATTCAACCCGAATGRTA Simon et al., 2006 
N1-N12067 AATCGWACTCCWTTTGATTTTGC Simon et al., 2006 
ig N1-J11876 CGAGGTAAAGTMCCWCGAACYCA Simon et al., 2006 
N1-N12595 GTWGCTTTTTTGACTTTATTRGARCG Simon et al., 2006 
9 NI -J12261 TACTTCATAAGAAATAGTYTGRGC Simon et al., 2006 
LR-N13000 ТТАССТТАСССАТААСАСССТАА Simon et al., 2006 
ж LR-J12888 CCGGTTTGAACTCARATCATGTA Wang et al., 2013 
LR-N13889 ATTTATTGTATCTTKTGTATCAG Wang et al., 2013 
Я LR-J13342 CCTTTGTACRGTCAAAATACYGC Simon et al., 2006 
SR-N14220 ATATGYACAYATTGCCCGTC Simon et al., 2006 
5 LR-J13900 TTTAATAAACYCTGATACAMAAG Simon et al., 2006 
SR-N14745 GTGCCAGCAGYYGCGGTTANAC Simon et al., 2006 
T SR-]14610 ATAATAGGGTATCTAATCCTAGT Simon et al., 2006 


TM-N200 


TCCTTTATATRTGAGGTATGARCC 


Simon et al., 2006 
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表 2 扬 导线 峡 蝶 线 粒 体 基因 组 注释 


Table 2 Organization of the mitochondrial genome of Limenitis helmanni 

















基因 方向 位 置 Cnt) 大 小 (bp) ”基因 间 的 间隔 (bp)* 反 密 码 子 ”起 始 密码 子 终止 密码 子 
Gene Direction Position Size Intergenic length Anticodon Start codon Stop codon 
tRNAMet Е 1-67 67 CAT 
tRNA" F 71-135 65 3 САТ 
ЕМАС" R 133 - 201 69 -3 TTG 
ND2 F 254 - 1 264 1011 52 ATT TAA 
tRNA™ F 1 263 - 1 330 68 -2 TCA 
ЕМАС R 1 323 - 1 383 61 -8 GCA 
tRNA™ R 1387-1452 65 3 СТА 
COI F 1 456 -2 991 1 536 3 ССА ТАА 
ТАМА 10000) Е 2 987 -3 053 67 -5 TAA 
COII F 3 055 -3 733 679 1 ATG T-tRNA 
tRNADs F 3 734 -3 804 71 0 СТТ 
ТАМА P Е 3 811 -3 876 66 6 GTC 
ATPS F 3 877 -4 044 168 0 ATT TAA 
ATP6 F 4 038 -4 715 678 7 ATG TAA 
COIII F 4 719 -5 507 789 3 ATG TAA 
tRNA®Y F 5 510 -5 576 67 2 TCC 
ND3 F 5 574 -5 930 357 -3 ATA TAA 
tRNAAR F 5 930 - 5 994 65 E TGC 
tRNA F 5 994 -6 055 62 -1 TCG 
ТАМА А" Е 6 056 -6 122 67 0 СТТ 
tRNASeCACN) F 6 121 -6 181 61 -2 GCT 
ТАМА" Е 6 212 - 6 279 68 30 TTC 
ТАМА? R 6 278 -6 341 64 “2 САА 
NDS R 6 316 -8 076 1 761 -26 GTT TAA 
IRNAPS R 8 074 - 8 141 68 -3 GTG 
ND4 R 8 142 -9 480 1 339 0 ATG T-tRNA 
ND4L R 9 480 -9 764 285 =] АТС ТАА 
tRNA™ F 9 774 -9 838 65 9 TGT 
ТАМА?" R 9 839 -9 902 64 0 TGG 
ND6 F 9 905 – 10 432 528 2 ATT TAA 
СуіВ Е 10 432 - 11 583 1 152 -1 ATG TAA 
tRNASe(UCN) F 11 582 - 11 646 65 2 TGA 
NDI R 11 645 -12 601 957 -2 ATG TAA 
tRNALe"(CUN) R 12 603 – 12 670 68 TAG 
IrRNA R 12 671 -13 987 1317 0 
tRNA R 13 988 – 14 053 66 0 TAC 
srRNA R 14 054 -14 832 779 0 
控制 区 Control region 14 833 - 15 178 346 0 























* dE DT f] ТЇН] Ps — УЕР, ТЕС ZI E DT [RU Dr t c y f Rh Желк e DS EAER * In the column of intergenic length, the positive number indicates 


interval base pairs between genes, while the negative indicates the overlapping base pairs between genes. 
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Limenitis helmanni 
15 178 bp 











图 1 
Fig. 1 


АО [SAL E ASTA 
Structure of the mitochondrial genome 
of Limenitis helmanni 
ДИНГЕ S T6] FA АЎ ЗА os AE DSL CE. J БЕ Emt , a ESTEE E И В Ж Желк 
dE N 链 上 编码 ;填充 的 颜色 框 表示 不 同 的 tRNA 基因 ,用 对 应 的 氮 
基 酸 单字 母 表 示 ; 示 填充 颜色 的 白色 框 分 别 表示 蛋白 质 编码 基因 、 
rRNA 基因 和 控制 区 。The clockwise arrows indicate that the genes are 



























































located on the J-strand, the counterclockwise arrows indicate that the 
genes are located on the N-strand. The color-filled blocks denote tRNA 
genes, which are indicated by опе-Іейег amino acid code of the 
corresponding amino acid. The white blocks denote protein-coding 


genes, rRNA genes and the control region, respectively. 


81. 596 ,rrnL 基因 的 A+T 含 量 为 84. 5% ,rraS 基因 
的 A +Т@ SESS. 1% ,控制 区 的 A +T 含 量 最 高 





为 94.3% (3€ 3) , 

АА A ZH 55 Hefte 88588 H Eb d — 
样 , 也 具有 很 高 的 A +T @ н, Ej EBORE DL BE 
ШЕМ Ш, ЖА + 了 含量 居中 ,其 中 苏 带 峡 蝶 
Athyma sulpitia 最 高 (82.0% ) , S8 ШШ Bhagadatta 
austenia 16 ( 79. 396 ) (Wu et al., 2014) (3€ 4), 
13 个 蛋白 质 编 码 基因 的 A +T @ пг}, 10 Je CS 
L. helmanni $ Ey, Ej SR Җ I ШШ Tanaecia julii 
(79.9%). £L Ж Xi Æ kk ME Euthalia irrubescens 
(79.9%) 相同 , и I F 2л dip БК А. sulpitia 
(80. 7% ) Т ШШШ Pandita sinope (80. 296) 、 黑 角 律 
WERE Lexias dirtea (80. 196 ) TU 39r H ту We 0 Athyma 
selenophora (80. 0% ) , 略 高 于 其 余 14 fp, Hp Е 
В. austenia 最 低 , 为 77. 196 。 分 析 结 果 符 合 昆虫 线 粒 
体 基因 组 中 A + Т 含量 偏向 性 的 特征 (Tzeng et al., 
1992; Lee and Kocher, 1995; Noack et al., 1996) 。 
2.3 АБВ {Ж ЖЬ X] 2Н Ын Ж DR 
码 子 使 用 

ЈА £X BE 13 个 蛋白 质 编码 基因 的 排列 顺序 
与 其 他 已 知 鳞 翅 目 昆 虫 的 基因 排列 顺序 一 致 (Kim 
et al., 2010; Song et al., 2016; Wang et al., 2016a, 
2016b) , 13 个 蛋白 质 编码 基因 的 起 始 密码 子 中 ， 
COI 以 CGA 作为 起 始 密码 子 , ND5 以 GTT 作为 起 始 密 
码 子 , ND3 以 ATA 作为 起 始 密码 子 ，ND2, 47P8 和 
Мб 以 АТТ (Е 7, СОП, АТР6, СОШ, 
NDA, NDAL, CytB 和 ND1 以 ATG 作为 起 始 密码 子 。 
所 使 用 的 终止 密码 子 中 , СОП 和 NDA. 以 单独 的 工作 为 
终止 密码 子 ,其 余 均 以 TAA 作为 终止 密码 子 ( 表 2)。 
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Table 3 Nucleotide composition of the complete mitochondrial genome of Limenitis helmanni 


基因 序列 





大 小 (bp) 














| A (96) T (96) G (96) С (96) A-«T (96) С+С(%) 

Gene sequences Size 
全 基因 组 Whole genome 15 178 38.8 42.3 7.6 11.3 81.1 18.9 

i E DS] 
蛋白 质 编码 基因 11 240 33.6 46.3 10.2 9.9 79.9 20.1 
Protein-coding genes 
密码 子 第 1 位 
密码 子 第 1 位 3 735 35.1 47.0 9.3 8.6 82.1 17.9 
1st codon site 
密码 子 第 2 位 
密码 了 位 3 735 34.9 44 10.6 10.7 78.9 21.3 
2nd codon site 
asp а 位 
密码 子 第 位 3 735 30. 6 48.0 10. 7 10.5 78.6 21.2 
3rd codon site 
tRNA 1 456 41.6 39.9 10. 8 7.8 81.5 18.6 
rrnL(168 rRNA) 1317 45.8 38.7 10.4 5.1 84.5 15.5 
rrnS(128 rRNA) 779 44.9 40.2 9.9 5.0 85.1 14.9 
控制 区 Control region 346 43.1 51.2 2.3 3.5 94.3 5.8 
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全 部 蛋白 质 编码 基因 的 密码 子 和 氨基 酸 使 用 情 
况 的 统计 分 析 显 示 , 使 用 最 频繁 的 氨基 酸 为 Leu, 
Ile, Phe, Asn 和 Met, 使 用 最 频繁 的 密码 子 为 TTA, 
АТТ, ТТТ, AAT 和 ATA ,反映 了 核 苷 酸 组 成 的 AT 
偏好 性 。 对 于 检测 到 的 tRNA 基因 ,使 用 最 频繁 的 
氨基 酸 并 不 总 是 与 URNA. 的 反 密 码 子 对 应 的 。 
2.4 ПАБЕ Е DAL ZR. tRNA 基因 和 
rRNA 基因 

根据 tRNAScan-SE 预测 结果 ,并 辅助 人 工 校正 
的 方法 预测 出 扬 眉 线 峡 蝶 线粒体 的 22 个 tRNA 结 
Ку ЗОЈА ЕЕ 22 个 线粒体 tRNA 中 , 除 tRNA 
和 tRNA 所 对 应 的 tRNA 有 2 个 以 外 ,其 他 的 氨基 
酸 都 只 有 1 个 tRNA 与 之 对 应 。 除 了 tRNA" fh 
少 DHU 臂 外 ,其 余 21 个 tRNA 均 可 形成 典型 的 三 
叶 草 结构 。 

扬 眉 线 峡 蝶 线粒体 基因 组 中 22 个 tRNA 基因 
的 排列 顺序 与 其 近 缘 种 昆虫 的 相同 ,基因 长 度 在 
61 ~71 bp 之 间 。 每 种 tRNA 的 反 密 码 子 都 与 已 知 
峡 蝶 科 物 种 的 反 密 码 子 相同 (Zhang et al., 2012; Е 
菊 平 等 , 2015; Wang et al., 2016a) , tRNA 的 二 级 
结构 也 与 已 知 峡 蝶 科 物种 非常 类 似 ,这 种 现象 与 许 
多 后 生动 物 相 一 致 (Liao et al., 2010)。 

在 所 预测 的 22 种 tRNA 二 级 结构 中 总 共 出 现 
T 18 对 碱 基 错 配 ,其 中 有 17 对 为 GU 错 配 ,其 余 1 
对 为 GA 错 配 。GA 错 配 发 生 在 tRNA! 的 DHU 
辟 上 。 与 之 相 比 较 的 20 种 近 缘 种 的 tRNA 二 级 结 
构 均 含有 G =U 和 U=U 等 非 经典 配 对 ,这 种 错 配 
现象 在 鳞 翅 目 之 外 的 许多 昆虫 类 群 中 也 有 发 现 
( Bae et al., 2004; Hong et al., 2009) 。 

rRNA 基因 是 线粒体 基因 组 中 进化 最 慢 、 最 为 
保守 的 基因 , 仅 根据 核 苷 酸 序列 无 法 精确 定位 rRNA 
基因 的 起 始 位 置 ,因此 通常 被 认为 伸 达 两 侧 基因 的 


rrnS-14 832 bp 































































































边界 ( Boore, 2006 ) тт, 位 于 tRNA O 和 
RNA 2 [н] , rrnS. 位 于 tRNA“ 和 控制 区 之 间 , T RE 
分 别 是 1317 $1779 bp, A +T 含 量 分 别 为 84.5% 和 
85.196 (KR 4), У Hi Z& Bb Ш, JEW WE B. 
аиѕіепіа 的 rrnL 长 度 最 长 ,为 1 418 bp, 其余 均 在 
1314 ~1 359 bp 之 间 。rrns 长 度 差别 较 小 ,在 776 
~784 bp 之 间 ( 表 4)。 表 4 中 的 21 个 物种 中 , 玄 珠 
带 峡 蝶 Athyma perius 的 тті, 基因 А +T 含量 最 高 ， 
为 85.396 ‚Уулу BE HIE А. sulpitia, ДА "ir ШЕ A. 
selenophora ЯП ШЕШ P. hordonia 的 rrnS 基因 和 A + 
T A жш, 85. 796 ‚ПИШЕ В. austenia HJ тті. 
和 rrnS 基因 A +T 含 量 均 最 低 , 分别 为 83.8% 和 
84. 096 。 

2.5 АБВ E DSL B P n D 

控制 区 是 后 生动 物 线粒体 基因 组 中 的 一 段 非 编 
码 区 ,由 于 其 富 含 A 和 T 碱 基 , 又 称 为 A+ 了 T 语 含 区 
(Zhang and Hewitt, 1997) 。 控 制 区 为 线粒体 基因 组 
主要 的 非 编 码 区 ,在 线粒体 基因 组 中 的 位 置 比 较 保 
Fo ИАЕА А Та КИР rns 基因 和 
IRNAW 基 因 之 间 , 长度 为 346 bp, A +T AEX 
94. 396 。 相 比较 的 21 个 近 缘 物种 的 控制 区 长 度 有 
Hj] i 25 55 , Horn m ШЕШ Pantoporia hordonia 最 长 ， 
27 799 Ьр, ШШШ Pandita sinope 8x , 73 276 bp , JH 
Æ 523 bp; Mi А T @ EU] ЕЕ Р. sinope 最 高 ， 
为 96. 8% , Tu] БЕШ Neptis сіта 最 低 ,为 88. 496 , 4H 
差 较 小 , 且 除 珂 环 峡 蝶 N，clinia 以 外 ,其 余 几 种 近 缘 
种 的 A+T 含 量 均 在 90.0% 以 上 ( 表 4)。 

d JH £X E HE ТЕ тп5 基因 的 下 游 有 一 段 由 
АТАСА 引导 的 保守 的 长 度 为 20 pp 的 多 聚 工 结构 。 
ЖУК, ЈА КАЖА + 了 T 富 含 区 中 存在 2 
段 长 度 为 13 bp 的 重复 单元 ,2 个 似 微 卫星 结构 
CAT); 和 (AT)e( 图 2)。 




















































































































ACACTATTITTTACATIAGATTTTTITITITITITTITTTITATGTTATATATTTAATAAACATTA 


轻 链 复 制 起 点 


Origin of light strand replication 


ATAAATTTTTAATATTTCTCTTATTTTTTTTCTAGTAATATTATTATAAAAATTAATTTAATT 
ATAAATCAATTGTAATTCAAATTAAATAAAAATAAATTATAAATATATATTTTAATTAAACA 












AAAAATTAATGTATATATATATATATTA ATTA: |ТААТТААТАТТАТТТТТА 
微 卫星 (AT)n 单元 13 bp 的 重复 单元 
Macrosatellite (AT)n element 13 bp repeat element 

TL IATATTTATATATATATATGTATTATTTAAATAAAATTTATTAAACCG 





13 bp 的 重复 单元 微 卫星 (AT)n 单元 
13 bp repeat element Macrosatellite (AT)n element 


ТАСТТААТАААТТТТАТАТТААТААТТТАА 15178 bp--tRNAV« 











A2 HERKKI ЕН A +T Si CESTA 


























Fig. 2 Structure of the A + T-rich region of the mitochondrial genome of Limenitis helmanni 
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2.6 пах E SB E H fU AUREUS dE ERE ZR LBS] 
系统 发 育 关系 

以 冈比亚 按 蚊 A. gambiae 和 果 晶 D. yakuba 作 
为 外 群 ,基于 66 种 鳞 翅 目 昆 虫 全 线粒体 基因 组 的 
13 个 蛋白 质 编码 基因 的 第 1 和 第 2 密码 子 以 及 2 
个 rRNA 基因 的 核 苷 酸 序列 建立 贝 叶 斯 树 。 结 果 显 

















示 峡 蝶 科 亚 科 级 别 的 系统 发 育 关系 为 :( 绢 忌 屿 亚 
ВЕ Calinaginae + Н SE VE Satyrinae) + ( (Be ЧИЕ 
Nymphalinae + [Х| Ж ЧУ В Apaturinae) + ( #1090 И 
科 Heliconiinae + ШЕШ ЕВЕ Limenitidinae) ) o 
ZRK ШЕИ БЕ 21 个 物种 分 为 4 Ж: НЫ Bk 
Parthenos sylvia Ус %. Йй W 1 $e ; 98 2 fa: RU d ШК 
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Жа Drosophila yakuba (NC. 001322) 


h | 双 翅 目 Diptera 

REEE Anopheles gambiae (NC_002084) 
茶 小 卷 叶 蛾 Adoxophyes honmai (NC_008141 
犁 小 食心虫 (aii i molesta ol de) | 卷 叶 蛾 科 Tortricidac 
йя Diatraea saccharalis (NC_013274) Р 
PAEH Cnaphalocrocis medinalis (NC. 015985) | ЖӨ Pyralidae 

Ochrogaster lunifer (NC. 011128) 舟 蛾 科 Notodontidae 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera (NC_014668) 夜 蛾 科 Noctuidae 
美国 白 蛾 Hyphantria cunea (NC_014058) 灯 蛾 科 Arctiidae 

上 舞 毒 蛾 Lymantria dispar (NC_012893) FRE Lymantriidae 
KER Bombyx mori (NC 002355) ыг ; 
ЗРЗЕ Bombyx mandarina (NC. 003395) | жал Bombycidas 
ж Eriogyna pyretorum (NC. 012727) 

TEs& Antheraea pernyi (NC. 004622) RERE Saturniidae 
Æ A KÆR Antheraea yamamai (NC_012739) 





红 珠 绢 蝶 Parnassius bremeri (NC_014053) 
EA AEA Papilio maraho (NC. 014055) 
ФА Теіпораіриѕ aureus (NC_014398) 
WR Daimio tethys (NC 024648) 

深山 珠 弄 蝶 Erynnis montanus (NC_021427) 


| 凤 蝶 科 Papilionidae 


纬 带 趾 弄 蝶 Hasora vitta (NC_027170) TERRE Hesperiidae 
ШЕЭР Hasora anura (NC. 027263) 
黑 纹 粉 蝶 Pieris melete (NC. 010568 
菜 粉 蝶 Pieris rapae cia) 015895) ? | TONER. Pieridae 
朝 灰 蝶 Coreana raphaelis (NC. 007976) 5 
祖 灰 蝶 Protantigius superans (NC. 016016) | 灰 蝶 科 Lycaenidae 
ЗАЙ BENE Ideopsis similis (NC_024428) 
£R Danaus chrysippus (NC. 024532) | 斑 蝶 科 Danaidae 
ТЎН Tirumala limniace (NC_024605) 
РЕЗЕ Calinaga davidis (NC_015480) | fiii XE RE Calinaginae 


仁 眼 蝶 Eumenis autonoe (NC. 014587) 

亚洲 白眼 蝶 Melanargia asiatica (МС 024550) 
ЖЕ Kallima inachus (NC_016196) 
ЖЕЛИН Junonia orithya (NC. 022697) 
Fiki Timelaea maculate (NC. 021090) 
ЖААЖ Chitoria ulupi (МС 026569) 
З Herona marathus (NC. 028086 ) 
ЯҢАК Apatura metis (NC. 015537) 

ЖЖ Ng Apatura ilia (NC. 016062) 
TER Euripus nyctelius (NC. 027109 ) 
Е: Sasakia charonda (1X119051) 
mud Sasakia funebris (NC 022134) 
ЖАНЕК Fabriciana nerippe (NC. 016419) 
AEH Argynnis hyperbius (NC. 015988) 
ЖИЕ Acraea issoria (NC_013604) 
ВАН Heliconius hecale (NC_024744) 
黄 裙 袖 蝶 Heliconius ismenius (NC_026463) 


| 眼 蝶 亚 科 Satyrinae 


| ЗЕ Nymphalinae 


Visti ur Apaturinae 


ROME ERE Heliconiinae 


ВЖ Parthenos sylvia (NC. 024417) | TRE, 
geil Bhagadatta austenia (NC. 024413) FER 
SiR Pantoporia hordonia (NC. 024402) Nymphalidae 
mgr iiit Neptis philyra (NC. 024419) Net 
Fj R Neptis clinia (NC. 025759) 
З: Neptis soma (NC. 024401) 
ipii Abrota ganga (NC. 024404) 
58 Ж Tanaecia julii (NC. 024416) Er 137 
" Euthaliini | 83099 


18/8 Е Lexias dirtea (NC. 024399) 

kI Dophla evelina (NC. 024400) 
HEARR Euthalia irrubescens (NC. 024396) 
К Е Athyma asura (NC. 024410) 

Y HFR Parasarpa dudu (NC. 024405) 
HJAR Limenitis helmanni (KY 290566) 
ЭРЕШЕ Athyma sulpitia (NC. 017744) 
ЖШШЕ Pandita sinope (NC. 024398) 

1n Ј H Athyma opalina (NC. 024418) 

ЎТА ЯО Athyma selenophora (NC. 024393) 
ЖКА Athyma perius (NC. 024397) 
EBERT Athyma Каза (NC, 024394) 

XU Eit idu Athyma cama (NC. 024395) 


Limenitidinae 


Be os 


Limenitini 














图 3 ”基于 66 种 鳞 翅 目 昆虫 线粒体 基因 组 的 13 个 蛋白 编码 基因 的 第 1 和 
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Fig. 3 





























第 2 密码 子 以 及 2 rRNA 基因 核 背 酸 序列 的 贝 叶 斯 树 


Bayesian phylogenetic tree based on the 1st and 2nd codons of 13 protein-coding genes 








and two rRNA genes of the mitochondrial genome sequences of 66 lepidopteran species 


分 支 节 点 的 数值 表示 贝 叶 斯 后 验 概率 。The nodal values indicate the Bayesian posterior probabilities (РР). 
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Bhagadatta austenia + ( 2:1 Pantoporia hordonia 
+ (ОЕ ЕЖЕ Neptis philyra + ( x] ШЕШ Neptis clinia 
+ КЕШЕ Neptis soma) ) ) ;第 3 Э: Wi] liz Abrota 

ganga + ( ER VUE Tanaecia julii + ( Œ fp gg die 

Lexias dirtea + ( Zik iik Пора evelina + 2130 ЕЛУ 

WE Euthalia irrubescens) ) ) ;第 4 8 , X. 41 2g 2 7] e : 5 
ТЛЕ: (ЖИТ ШЕШ Athyma asura + ү £x ЇЙ БИ 
Parasarpa dudu) + (458 £X ШШК Limenitis helmann 
+ ЭТУ SE Athyma sulpitia) ;第 2 9: T ub e h 
Pandita sinope + ( ( BL JE 17 Athyma opalina + 3j 
А 47 ЖЕ ШК Athyma selenophora) + ( Z Ж "ir de d 

Athyma perius + ( ЕЕЕ Athyma kasa + 双色 带 
WEE Athyma cama) ) ) 。 
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3 讨论 





dA] XC E A HEIE 5 E ARRE EE rh Br 
基因 排列 顺序 一 致 (Chen et al., 2012; 
2016a; Xuan et al., 2016) 。 其 中 trnM-trnI-tirnQ 的 
排列 方式 与 假想 昆虫 祖先 的 排列 方式 trnd-trnQ-tr M 
不 同 ( Boore et al., 1998) ,但 这 种 排列 方式 在 鳞 运 目 
昆虫 中 却 非 常 典型 。 其 线粒体 基因 组 中 rmL 位 于 
КМА С jj tRNA" 之 间 ,rms 位 于 RNA 和 控 
制 区 之 间 ,这 些 都 表明 了 蝶 类 线粒体 基因 组 进化 上 
的 保守 性 。 

在 扬 眉 线 峡 蝶 线粒体 基因 组 中 ,CO7 基因 起 始 








Wang et al., 














密码 子 为 CGA ,这 与 已 知 的 大 多 数 鳞 翅 目 昆 虫 是 一 
致 的 。 通 常情 况 下 , 在 昆虫 中 物种 的 СОТ 基因 没有 


标准 的 起 始 密码 子 , СОТ 基因 的 起 始 密码 子 具 有 明 
显 的 多 样 性 ,有 3 种 四 联 体 起 始 密码 子 ТТАС, 

АТАА 和 АТТА ( Clary апа Wolstenholme, 1983; De 
Bruijn, 1983; Kim et al., 2006) ,也 有 人 认为 CO7 基 
因 的 起 始 密码 子 为 六 联 体 起 始 密码 子 , 如 玉米 蜡 
Ostrinia nubilalis 和 亚洲 玉米 量 О. furnacalis 中 СОГ 
基因 的 起 始 密码 子 为 TATTAG ( Coates et al., 
2005), 222% Bombyx mori 为 TTTTAG 等 。 本 研究 所 
比较 的 21 个 近 缘 物种 COI 基因 的 起 始 密码 子 均 为 
ССА, КУ} daB ЖЕШ ND5 基因 使 用 了 СТТ 作为 
起 始 密码 子 , 而 其 余 20 个 近 缘 种 则 均 以 ATT 或 
ATA 作为 起 始 密码 子 (Wu et al., 2014) 。 在 终止 密 
EFE, HERR СОП 和 ND4 以 单独 的 工作 为 
终止 密码 子 , 而 与 之 比较 的 20 А-ат , BRIR 
WE Parthenos sylvia TU Э і $E ШЕ Athyma sulpitia 的 
СОП 基因 以 TAA 为 终止 密码 子 外 ,其 余 均 以 单独 的 


























T 作 为 终止 密码 子 。ND4 基因 则 除 绿 裙 珠 峡 蝶 Т. 
julii VA TAG 为 终止 密码 子 外 , 其余 均 以 单独 的 工作 
为 终止 密码 子 。 从 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 的 使 用 
情况 也 再 一 次 验证 了 昆虫 线粒体 基因 组 中 A €T @ 
量 偏向 性 的 特征 。 

A+T 富 含 区 在 鳞 翅 目 昆 虫 线 粒 体 基因 组 中 的 
位 置 比较 保守 ,位 于 rrnS 基因 和 tRNA" 基因 之 间 ， 
但 它 的 长 度 在 各 个 物种 中 却 变 化 很 大 。 本 文中 金星 
WEE P. hordonia 的 A+T 富 含 区 长 度 为 799 bp ,而 
ТЕН ШЕШЕ P. sinope 的 A+T 富 含 区 长 度 仅 为 276 
pp ,相差 523 bp。 在 近 缘 种 类 之 间 A + 了 T 富 含 区 的 
长 度 差异 主要 是 由 于 串联 重复 拷贝 的 数目 不 同 , 虽 
然 也 有 插入 和 缺失 的 存在 ,但 影响 相对 较 小 (Zhang 
and Hewitt, 1997) 。 

基于 全 线粒体 基因 组 的 Bayesian 系统 发 育 分 析 
结果 表明 : 线 峡 屿 亚 科 21 个 物种 中 , 2X CHE TAE 
( Limenitini ) H 7p. 5j 2 EE ( Euthaliini) 相聚 ,再 与 
ИК BE JR ( Мери!) 聚 在 一 起 , fc Jer Б НЫ БЕШ Ж 
(Parthenini) R JA — f. HH Jb АГ UL, 2X 0 HR JR 
( Limenitini ) Ej E B lE ( Euthaliini ) 的 亲缘 关系 较 
Ж, ДЕШЕ Ж Neptini , Tfi] Hj Ж ШЕ Parthenini 







































































是 该 亚 科 较 早 分 化 出 来 的 一 文 。 这 一 结果 与 Wu 等 
(20TA HIDA 结论 基本 吻合 。 我 国 传统 的 形态 分 





ЖӘИЕ А. ganga ЖЕЕ В. austenia. Xil 
ЛС, AW ЭК SS HR on, ЖЕЛЕ B. austenia 
= ЕКШК ЫЕ Ф КЕБЕК Р. hordonia MEIPIRER N. 
philyra „Ж FE BE N. сита ЖЕ N. soma Ж 
1—06; ЦК А. ganga ОИ Р Н) E E ИО 
Ж Т. julii ff БШК L dirtea RIRI D. evelina 
FELRE ЖШШЕ E. irrubescens 聚 为 一 复 。 本 人 研究 结 
果 与 传统 的 形态 分 类 学 研究 结论 有 所 不 同 。 
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